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本論文の 内容 の 1部は, 第 5回ぶ どう膜炎研究会 (1979, 東京) に お い て発表した.
ウ シ 網膜よ り不溶性 リ ボ蛋白分画 を抽出 し, デ オ キ シ コ ー ル 酸塩で 可溶化 して得 た 蛋白分画か ら
affin ty chr o m atography に よ っ て混在 す る血清蛋白や非特異抗原を除去する こ と に よ り網膜特異性の
ある抗原分画を得た . この 抗原 は免疫電気泳動上βlの泳動度 を示 し, 分子 量 は約 62,000- 63,000 であ
る. 免疫螢光法 に よる と抗原は視細胞の細胞膜 に存在 し, 双極細胞の細胞膜 にも そ の存在が認め られ る.
なお異種動物網膜 に は この 抗原に 類似す る抗原が存在す る. S 抗原が網膜可溶性分画中の組織特異抗原
で あ るの に 対 して, 本抗原は不溶性分画す なわ ち P 抗原分画中に 存在す る組織特異抗原と考え られ る.
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交感性眼炎の 動物実験モ デ ル と して ぶ どう 膜 を抗原
とする実験的ア レ ル ギ ー 性ぶ どう 膜炎(expe rim e ntal
allergic uveitis,以 下 E A U と略) の研究が古 く か ら す
すめられ て い る
1卜 3)
.
し か し, W a cke rら
4)が ぶ どう膜
より網膜 を抗原 と した 場合 に E A Uの 発症率が より 高
い こ と を指摘 し て以 来, E AU の 抗原と して 網膜が よ
り注目され る よ う に な り, その 分析 ･ 精製 に関す る研
究が活発 に 行わ れ る よ う に な っ た . W a cker ら5)は網
膜抗原 を可溶性抗原 (s oluble antige n,以下 S 抗原 と
略) と不溶性抗原(pa rtic ulate a ntige n,以 下 P 抗原 と
略)に 分け, S 抗原 に 強 い ぷ どう膜炎発現作用の あ る こ
と を示 した. つ い で 彼等は S 抗原の 精製 に 成功 し, そ
の性質を明ら か に して い る6).
その 後, S 抗原 に 関す る研究は極 めて 活発 に 行わ れ
てき たが7), P 抗原に 関 して は ほ と ん ど研究 が行 わ れ
ず, わ ず か に ホ モ ジ ネ ー ト の 沈査 を 用 い た W a cke r
らS)8)9の 研究や 表面酒性剤 を使用 して 沈査 を可溶化 し
て分析し た Gr eger s o nら1D)の 研究が あ る の みで , その
性状 はば とん ど解明 さ れ て い な い .
そ こ で, 著者は網膜よ り不 溶性分画 を抽出 し, デ オ
キ シ コ ール 酸塩 で 可溶化 した分画に つ い て免疫学的 な
分析を行 っ た と こ ろ, 特異性の 高い 1抗原の存在 を見
い だ した. 同抗原の 精製方法 な らび に その性状 と既知
抗原と の関連 に つ い て知見を得た の で 報告す る.
材料お よ び方法
Ⅰ . 抗原 の 作製
屠場よ り水冷 して 運んだ ウシ 眼球よ り網膜 を採取 し
た. 角膜 輪部 よ り 5m m 後方で 全周切開 して ope n sky
と し, 眼杯 に 硝子 体が残 らな い よ う に 注意 しなが ら,
水晶体と硝 子体 を除去 した. 眼杯 中の 網膜 を色素上皮
層よ り注意深く剥離 し, 用 暗 まで - 80
0
C で保存 した.
不溶性 リボ 蛋白分画の 作製 を倉 田 ･ 岡田の 方法1 1)1 2)




" 1 3)を加え, 水冷 しなが ら ワ ー リ ン グ ブ レ ン ダ ー
に 約 10分間か け て ホモ ジネ ー ト を作 り, 10,000× G 30
分間遠心 した . その 沈査 に 再び 2倍量 の Solutio nI を
加 えて テ フ ロ ン ホ モ ジ ュ ナイ ザ 一 に よ り ho m ogeniz e




"1 3)に よ る ho m oge nizing と遠 心 を 8 回く り か
え した . 最後 の 沈査 (in s olublelipoprotein, 以 下 L P
と略) に 0.2%デ オ キ シ コ ー ル 酸ソ ー ダ(以下DO C と
A Retin a-Spe cificAntigenin the In s oluble Extr a ct of the Retin a. Ka zuko Kitaga w a,
Departm ent of Pathophysiolog y(Dire ctor: Prof. Y . Kurata), Ca n cerRes ea rch In stitute,
Ka n a za w auniv ersity.
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C で 1夜渡拝し た. 10,000× G 20分間遠心 し
l
て 得た
上 帝に 10倍量 の 冷 ア セ ト ン を加 え, - 20
0
C に 1 夜 お
い て生 じた沈澱 を遠心 して集 め た. こ の 沈澱 を少量の
蒸留水 に溶 か し, 冷室内で Sepha ro s e4 B(P ha r m a cia
Fin eChemic als,Sw ede n)の カ ラ ム で ゲル 濾過 を行 っ
た . 酒 出に は 蒸留水を使用 した. 280n m の 吸収 を測定
す る と, V Oid v olu m eに お け る ピ ー ク と 低 分子 畳の
ピ ー ク が 認 め ら れ る が , 後 者 の 低 分子 量分画 (lo w
q
m ole c ula rp w eight pr otein fra ctio n,以 下 P fr と 略)
をプ ー ル し, 必 要に応 じて濃縮 して抗原 と した . 可溶
l
性抗原の蛋白量 は Lo w ry ら の方法14)で測定 した`
別に , ウ シ網膜 ･角膜 ･水晶体 その他 の 各臓器 5g(湿
量)に , 0.01 Mリ ン 酸バ ッ フ ァ ー 生食水, pⅢ7.4(以下
P B S と略) を 20ml加 え水冷下 ホモ ジ ュ ナイ ザ 一 に か
け, 20% (W/V) ホ モ ジネ ー ト を作成 した.
対 照抗原 と して , S 抗 原 を W a cke rら6)の 方 法 に
従っ て作製 した. す なわ ち , ウ シ 網膜 ホモ ジネ ー トの
80,000×G 遠心 上清か ら硫酸 ア ン モ ニ ウム 50% 飽和
に よ る沈澱を と り, Sephade x G -150(Pha r m a cia)
カ ラ ム に よ る ゲル 濾過で
"FII
"
分画 を集 め, D E A E
Bio -Gel A(Bio - Rad Labo r ato rie s, U S A) に よ るイ
オ ン 交 換 ク ロ マ ト グラ フ ィ ー で , 塩 化 ナ ト リ ウ ム
0.02- 0.03 M で溶出 す る
"
D 3
" 分 画 を プ ー ル して, S
抗原と した. 抗原活性の存在 は, 抗網膜 ホ モ ジ ネ ー ト
抗血清 (後述)を用 い , Grege rs o nら
1 0)の 方法に よ る
e n zym e-1inked im m u n o so rbent a ss ay を 行 っ て 確認
した.
Ⅰ . 抗血清の 作製
体重約400g の モ ル モ ッ ト 2 匹に , 1 匹 あ た り ウシ
網膜 Pfr液 0.5 ml(蛋白量2 m g) を同量の Fre und
,
s
C O mplete adju v a nt(以下 F C A と略) で乳化 して , 肩
甲骨下脛 ･ 背部筋肉お よ び足既 に 分割注射 した . 2週
間隔 で 4回 同様の 注射 を行い , 最終注射後 7 日目 に 全
採血 し, そ の血 清を少量 に 分け使用 時ま で - 20
0
Cに保
存 した. こ の抗血清を" A - Pfr" と名付 け た.
モ ル モ ッ ト 2 匹 に 1 匹 1回あ た り ウ シ 網膜 ホ モ ジ
ネ ー ト 0.5 ml を同 量 の F C A で乳化 して , 上 記同様
分割注射 した. 1週間隔 4回 , つ づ い て 2週間隔 3 回






な お, モ ル モ ッ ト に 同 じ ス ケ ジ ュ ー ル で P B S を
F C A で乳化 して 注射 を行 い , ア ジ バ ン ト コ ン トロ ー ル
血清 を作製 した.
ⅡⅠ. 抗血 清の 吸 収
A -P frある い は A-hg l mlに つ き, ウ シ の肝 ･ 腎 ･
脾 ･ 肺 の 組織片各々100m g (湿量) を加 え て bo m o･
genize し,.室温 1時間放置後, 1 夜 4
- 8
0
C で ロ ー
タ ー に よ る極低速回転 を行っ た後, 軋 000× G 20 分間
遠心 した. 得ら れ た上 清 をそれ ぞれ A-Pfr-abs, A-hg
- abs と名 付け寒天内 二 重 拡散法 に 使用 した.
免疫 螢光法 に は A - Pfr-abs を S 抗原分画 で 吸収し
た も の を使用 し た. A -P fr- abs200〟1に S 抗原液(1
m g/ml)800/1` と P BS 600JLl加 えて, 室温 1 時間放置
後, 4 - 8
0
C で 1夜低速 回転 し, そ の 10,000× G 20分
間遠心後 の 上 清 に 800/Jl の S 抗原液 を再度加え て同
様 に 吸収 を行い , 10,000×G 遠心 上帝 に P B Sを加え
て 3.2 ml(1:16)と して使用 した. ま た A～Pfrq abs l
mlあ た り 1 g(湿量)の ウ シ網膜あ る い は 角膜を加え
て作 っ た ホモ ジネ ー ト を室温 1時間静置後, 4】80c
l夜低速回転 し,遠心 して 得た吸 収抗血清も作製した
.
1V
. 抗原 の 精製
精製 の 第 1段階と して P fr 中に 混 在す る ア ル ブミ ン
を除去 す るた め に , Blu eSepharo s eCし6B(Pha r m a･
cia)の カ ラ ム を通 した. 溶出綾 と して , 0.1 M K Clを
含む 0.01 M トリス 塩 酸 バ ッ フ ァ ー (pH 7.0) を用い
た . 2 8011 m吸 収 の ピ ー ク を 集 め, 0.1 M 炭 酸 バ ッ
フ ァ ー (pH 8.5)で透析後, セ ロ フ ァ ン チ ュ ー ブ に 入れ,
冷室内で 風乾 に て 漉締し た.
つ づ い て affin ty chrom atogr aphy に よ る reverse
im m u n o abs o rptio n を以 下の よう に 行 っ た . 吸収用抗
血 清 (後述)か ら硫酸ア ン モ ニ ウム 33% 飽和に よ っ て
分離 した グ ロ ブ リ ン 分画 を P BS で 1夜透析 し, その
1 8 0m g を Ca mb ia s oら
1 5)に 従 っ て 2 g の A H
-Sepha r o s e4 B(P ha r m a cia) を膨潤さ せ た もの に結
合させ , 1.5× 4c mの カ ラ ム と した. 脱ア ル ブ ミ ン処理
を した Pfr 約 20m g を負荷 し, 室温 に 1 時間お い たの
ち, 0.1 M炭酸 バ ッ フ ァ ー (pI18.5)に よ り溶出 を行っ
た｡ 280Il m吸収 に よ る ピ ー ク 部 分 を 集 め, つ い で
Pr otein A-Sepha ro s eC し4 B (P ha r m a cia) の カ ラ
ム (1.5× 4c m) を 0.1 M リ ン酸 バ ッ フ ァ ー (pH 7.4)
を溶 出液 と し て通 し,混 在 する グロ ブ リ ン を除去 した.
280n m 吸 収 の ピ ー ク を プ ー ル し, P D-10 (A mico n,
U S A)に よ り脱塩 ･濃縮 を行 っ た . こ の 分画 を精製Pfr
と した .
吸収 用 抗血 清 は以 下の よう に 作 製 し た. ウ シ 血清
0.5 ml, ウ シ 肝 ･肺 の 20% (W/V)ホ モ ジ ネ ー ト各0･5
ml をま ぜ, 同量 の F C Aで 乳化し, ウサ ギの 肩甲骨下
腔 ･ 背筋内に 2週毎 4回注射 し た. 最終 注射の 1週間
後 に 全採血 し, 使用 時 まで -200C で保 存し た.
Ⅴ
. 免疫学的分析法
寒天内二 重拡散法(Ou chte rlo ny 法) を1%Agar ose
L E(M ile sLabo r atorie s, In c. , US A) の 寒天 板を用
い , 抗原 ･ 抗体 孔の 直径 を3 m m, 間隔 を5 m m とし
網膜 不溶分画中の 網膜 特異 抗原
て行い , 4
0
C, 湿 潤状態 で 反 応させ た.
免疫電気泳動法 は, 1 % Aga r os eH E(M ile s)
の プレ
ー トを用 い , パ ル ビ タ ー ル バ ッ フ ァ ー (pH8.6,
FE
=0･05)を溶媒と し て, Pfr を 12･5 V/c m で 2時間泳
動後, 抗体槽 を作り AMPfr-abs を加え, 4OC 湿 潤状態
で反応させ た.
免疫螢光法 は間接法 に よ り行 っ た . 瞬 間凍 結後
M 80
0
C に 保存 した ウ シ 網膜お よ び 0. C. T.Co mpo u nd
(Divisio nM ile sLabo r ato rie s,In c., U S A) に 包唾 し
て - 40
O
C に保存 した ウ シ の 各組織か ら cryo stat切片
(厚さ 5/∠) を作製 した. 16倍希釈 の 吸 収済抗血清 を
室温1時間反応さ せ た後洗浄 し, 24倍希釈の FltlO r eS･
cein標識 ウサ ギ抗 モ ル モ ッ トIgG(M B L社, 名古屋)
を室温30分反応さ せ た. 洗浄後バ ッ フ ァ ー ･ グリ セ リ
ンで封入 し, オ リ ン パ ス 螢光顕微鏡 B H-R F し B で観
察 ･ 撮影 した. 生体膜免疫螢光法 は以 下の よ う に 行 っ
た. 新 鮮 な ウ シ 網 膜 を ウ シ 胎 児 血 清 20% 含 有
Mediu m199中で細片に し, 30×G で 3分間遠心 した.
沈査約50FL=こS 抗原吸 収済 の A -P fr-abs(1:16) を
200〟l加 え て 渡 拝 し, 0
0
C で 1時 間お い た. 上 記 の
Mediu m で 2回 流 っ た の ち Flu o re s cein 標識 ウサ ギ抗
モル モ ッ トIgG (M B L) (1:5) を 20 0FLl加 え て O
O
C
30分反応さ せ, 2 回洗浄後 バ ッ フ ァ ー ･ グリ セ リ ン で
封入 し, 観察を行 っ た .
ⅤⅠ. 化学的分 析法
酵素 ･ 化学分解試験 は, ウ シ網膜の 未固定乾燥切片
(厚さ 5/J) に 以下 の(1)一(4)の 酵素ま た は過 ヨ ウ素
酸塩溶液 を37
O
C 30分反応さ せ , P B Sで 20分洗浄 し
たの ち間接螢光抗体法を行 っ た . (1) ト リプ シ ン(Ty pe
III, Sigm aC he mic a
.
1 Co mpa ny, US A), 0.85%の 塩
化ナトリ ウム を含 む トリ ス 塩酸 バ ッ フ ァ ー (pH 7,4)に
0･0025%に 隋晩 (2)ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ (Sigm a), 0.1
M クエ ン 酸 バ ッ フ ァ ー (PIi 5.0) に 2 m g/ mlに 溶
解. (3)β-グル コ シ ダ ー ゼ(Sigm a), 還元 グル タ チ オ ン
(Sigm a) を 2 m g/ml に 含 む O.1 M クエ ン 酸 バ ッ
フ ァ ー (pH 5.0) に 2 m g/mlに 溶解. (4)メ タ過 ヨ ウ
素酸ナト リ ウム の P B Sに よ る 0.01 M溶液.
分析用 ディ ス ク 電気泳動 はポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲル
(7･5%)を使用 し て 行 っ た . 分離 ゲ ル に は トリ ス 塩 酸
バ ッ フ ァ ー (pH 8.9), 濃 縮 ゲ ル に は 同 バ ッ フ ァ ー
(PH 6.7) を使用 して , 4 m A/tube で 1 時間泳 動後,
Co o m a sie Brillia nt Blu e R-250 (Sigm a) で 染色
した.
スラ ブ電気泳動 は ミ ニ ス ラブ ･ デ ィ ス ク電 気泳 動装
置(SJ-1060M S D, Atto 札 東京) を用 い , 7.5%ポ
リア ク リ ル ア ミ ド ゲル プ レ ー ト(88×55×2 m m) を作
製し て行 っ た
. 染色に は Silv erStaining(BiopRad)
577
を用 い た.
分 子量測定 に は.
Polya c ryla mide Gradie nt Gels
PAA 4/30 (75×75×2.7 m m, P ha rm a cia) に よる電
気泳動 を用 い た . 試料に 同量の 試料バ ッ フ ァ ー 礼 0125
M ト リス塩酸 バ ッ フ ァ ー ,(pH6.8, 30% グリ セ リ ン ,
1 %ド デ シ ル 硫酸 ソ ー ダ : 以 下 S D S と略, 0.004%ブ
ロ モ フ ェ ノ ー ル ブル ー ) を加 え 1000C 3分間加熱後ゲ
ル に 負荷 し, 125 Vで 2時間泳動 した. 泳動バ ッ フ ァ ー
に は 0 ･04 Mト リ ス ア ミ ノ メ タ ン, 0.02 M酢 酸 ソ ー
ダ, 0.2%S D S, pH 7.4の 溶液 を用 い た. 分子 量 マ ー
カ ー に は チ ト ク ロ ー ム 系の M W- M a rker Protein s,
S D S月ヨ(オ リ エ ン タ ル 酵母社, 大阪) を用 い , ゲ ル の
染色 は Co o m a sie Brillia nt Blu eR -250 に よ っ た .
成 績
Ⅰ . 抗 原 の 抽 出
ウ シ 網膜 の 不溶分画" L P,,を D O C で可溶化 し て
Sepha r o se4 Bで ゲ)t/ 濾過 を行う と Fig.1 のよ う なパ
タ ー ン が得 られ る. 低分子 蛋白ピ ー ク" Pfr,,をプ ー ル し
て以後の 実験 に 便周 した. ウ シ 網膜100g(湿量)か ら
約 45m g の P fr が得 られ た. D O C可溶化処理 で残 っ
た 残査 を再度 0.2%D O C で処理 す る と 再 び Pfrが 得
20 ヰ8
Fra ctio n Nu mber
Fig.1. Gel filtr atio n chr o m atography of the
desoxycholate-SOlubiliz ed fra ctio n fr o m in-
S Oluble e xtra ctofthe bo vin e retin a. Colu m n siz e,
2.5×45c m; flo w rate, 8ml/hr; elu ent, distilled
W ate r; fr a ctio n siz e, 5ml. T he lo w - m Olec ular
-
W eightfra ctio n s(ba r,te r m ed Pfr) w er e c o11ect-
ed.
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ら れ るが, 本実験で はそ れ ら は使用 しな か っ た .
抗庶 精製 に は ウ シ 網膜 Pfr 溶液 を Blu eSepha -
r o se c L-6 B カ ラム を通 し て 脱 ア ル ブ ミ ン 後, A E
-Sepha r o s e4 Bに よ る affin ty chro m atography で
混在す る抗原 を除去 し, さ ら に Pr otein A -Sepha ro s e
C L-4 B を通 して脱グロ ブ リ ン を行 っ たが , 20m g の ウ
シ 網膜 Pfr か ら約 5 mg の 精製 P frが 得 られ た.
ⅠⅠ . ゲ ル 内 二 重拡散法
ウ シ網膜 Pfr は A-hg に 対 して 3本, A
- Pfr に 対 し
て も複数の沈降線を生 じ るが , 吸収抗血清 A -P fr-abs
お よ び A-bg
-
abs に 対 して 1本 の沈降線 の み を生 じ,
両沈降線 は完全 一 致 を示 し た. こ の こ と は ウ シ 網膜
P fr は, 網膜ホ モ ジネ ー ト と少 な く と も 1 つ の成分 を
共有す る こ と を示 し, 両吸収抗血清はゲル 内拡散法の
感度 内で ウ シ 網 膜 Pfr の 1 成 分 の み を 認識 す る
m o n o spe cific な抗血 清 で あ る こ と を意味 して い る. ウ
Fig.2. Do uble gel diffu sio n de m o n str ating the
re a ctio n sbetw e e nretinal a ntigen s a nd a nti-Pfr
antiser a. A & D, bo vin e r etinal ho m oge n ate;
B & E, pu rified Pfr; C, abs o rbed a ntトPfr
a ntis er u m; F, u n abso rbed a nt卜Pfr a ntis er u m.
Fig.3. Double gel diffu sio n de m o n str ating the
r e a ctio n betw e en v a rio u sbo vin e tis su es a nd
abs o rbed a nti-P fr a ntis er u m. 1, r etin a; 2, brain;
3, adr e nal gla nd;4, C O rn e a;5■, 1ense; 6, u V e a･
Uv e a also produ c ed a faintlin e which s e e m edto
be du eto c ontam inatio n of retin altis su es.
シ 網膜 の 精製 P fr は 両吸収抗血清に 対 して は も とよ
り, 未 吸収 A -Pfr お よび A-hg に対 して も 1本の 沈降
線 を示 す 均 一 な抗原 とな っ て い る (Fig. 2).
A-Pfr- abs を使用 し, ウ シ の 網膜, ぷ どう 膜, 矧乳
水晶体, 肝, 脾, 腎, 肺, 副腎, 脳, 章丸の各 ホ モ ジ
ネ ー トお よび 血清に 対 してゲ ル 拡散 を行 っ て みる と,
網膜 が 1本の 強い 沈降線 を生 じ, ぶ どう膜は かす かな
1本 の沈降線 を生 じたが , 他臓器 や血清 はい ずれも沈
降線 を生 じな か っ た (Fig. 3). ぶ どう膜 との 沈降線は
同標品 に 混入 した網膜成分に よ るも の と推定さ れる.
従 っ て 網膜特異 な 1抗原 が網膜 ホ モ ジ ネ ー ト お よび
Pfr に 存在す る と考 え られ る. な お, 同 一 個体 の網膜と
牌 の ホ モ ジネ ー トを反 応さ せ た場合, 前者の みが沈降
線 を示 した の で , こ の網膜特異抗原 と組織適合抗原の
関連 は 一 応否定さ れ る.
ウ シ 網膜に 対 す る A -Pfr- abs と 異種動物 の 網膜ホ
モ ジネ ー トと の反応 で は, ウサ ギ ･ ブ タ ･ ヒ ト網膜の
ホモ ジネ ー トはい ずれ も 1本の 沈降線 を生 じたが , ウ
シ 網膜 に よ る 沈降線 と は完全 一 致像 を 示 さ な か っ た
(Fig.4).
な お , こ こ で 注目され る こ と は A-P fr が網膜S 抗原
に 対 す る抗体 を含有す る こ と, す なわ ち, ウ シ網膜Pfr
に S抗原が 多少と も混在す る こ と で あ る. Fig.5 に示
す よ う に , 未吸収 の ウ シ 網膜P fr はS抗原に 対して1本
の 沈降線 を生 じた が, それ は同血 清が P fr に対 して生
じ る沈降線 と は無関係 で ある . したが っ て 円r 中の網
膜特異抗原 は S 抗原と は無関係 な抗原 と見な しえる
が , 免疫螢光法に 際 し て は A-Pfr に 混在 す る抗S抗原
抗体 を吸 収除去 す る必 要の あ る こ と が こ れ か ら明らか
で あ る.
Fig.4. Do uble gel diffu sio n sho wingthe existe nc e
of cr o ss て e a Cting a ntige n sin the retin a of other
Spe Cie s. A , rab bit; B,bo vin e; C, pig･
網膜不溶分画中の 網膜特異抗原
免疫電気泳動 で は, ウ シ 網膜 Pfr は βユー グ ロ ブ リ ン
の 泳動度 に
一 致す る 1本 の ア ー ク を 形 成 し た( Fig. 6).
ⅠⅠ. 免疫螢光法
ウシ 網膜の 末固定CryO Stat切 片 は色素上皮層 に 強 い
夢色の 自発螢光を示 し, ア ジ バ ン ト コ ン ト ロ
ー ル 血 清
を第 一 次抗体と し て 間接蛍光抗体法 を行 っ て も上 記の
自発螢光以外 に網膜 に 螢光染色 は認 め られ な い . A-hg
-absや A-Pfr-abs で 染色 を行う と, い ずれ も網膜外
層すな わ ち外顆 粒層や内 ･ 外節部が最も よ く染ま り,
押顆粒層は同様, あ る い はや や弱く , そ れ よ り内層で
はびま ん性で 弱 い 蛍光 が み ら れ た. 外顆粒層 は細胞膜
Fig.5. Do uble gel diffu sio n showing a n o n-ide nti-
C alr e a ctio nbetw e enPfr(A) a nd Sa ntige n(B).
Center w ell, unabsorbed antiqPfr a ntis e ru m; C,
thein soluble retin al fr a ctio n.
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の 染色が顕著 で , 細胞質は ほ と ん ど染色さ れず核 は陰
性で あ っ た . S 抗原で 十分吸収 した AMPfr - abs を用 い
た場合も 染色結果は上 記と ほ と ん どか わ ら ず, 内 ･ 外
顆粒層や内･ 外節部の 細胞膜 が特異螢光 を示 した (Fig .
7). 以 上 の よう な 網膜染色は抗血清を網膜 ホ モ ジネ ー
トで 吸 収す る こ と で 消失した. なお , これ らの 吸収抗
1f11清で は脈絡膜 ･ 毛様体 ･ 虹彩 ･ 水晶体 ･ 視神経や肝 ･
腎 ･ 脾 ･ 肺 ･ 脳 は陰性 で あ っ た . 時に 角膜の 上皮 ･ 内
皮が軽度に 染色 され る こ とが あ っ たが, 抗血清 を角膜
ホ モ ジネ ー トで 吸収 した もの で 染色 を行 っ て み ると ,
角膜は陰性化 し, 網膜･の 染色 に は全く変化が起 こ ら な
か っ た .
生細胞膜免疫螢光法で は, 酵素処理 や強い プ レ ス を
加 えて ウ シ 網膜 の 遊離細胞浮遊液 を作る試み が 不 成功
Fig.6. Im m u n o ele ctropho r e si of Pfr. A, n O r m al
hu m a n se ru m; B, antトnor mal hu m a n se ru m
a ntis er u m; C, Pfr; D, abs o rbed a nt 卜P fr a nti-
s er u m. Pfr sho w ed a n a rc which w a s c o n siste nt
withPl-globulin.
Fig.7. Indire ctim m u n oflu o r e sc e n c e of afr o z e n s e ctio n ofthebo vin e
retina . Spe cific staining in al11ayers of the retina is see n. T he
Stain lngis distin ctiv ein the o uter portio n ofthe retin a. ×600.
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で あっ た の で, 組織細片の ま ま染色 を行 っ た.
一 次抗
血清に は S 抗原で吸収 し た A-Pfr-abs を用 い た ･ 視
細胞の垂直断面 に お い て 杵体 や錐体 の 細胞膜が染色さ
れ (Fig. 8), 膜面か らの 観察 に お い ても 錐体 (直径約
4 - 8 〟), 杵体 (直径1･5〟 以下) の細胞膜の リ
ン グ
状染色が認め られ た (Fig･9). 稀に 遊離 した双 極細胞
が認め られ た が, 同細胞は均
一 また は点状の や や弱い
細胞膜染色と思われ る染色性 を 示 し た (Fig･10)･ な
ぉ , ア ジバ ン トコ ン トロ
ー ル 血清で は上 記陽性染色は
全く認 めら れな か っ た .
ⅠⅤ . 抗原 の 化学的性質
ウ シ 網膜 の切片に トリ プ シ ン処理 を した もの は以後
の螢光抗体法で陰性と な っ たが , ノイ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ,
β- グル コ シ ダ
ー ゼ, 過 ヨ ウ素酸処理 で は陰性化は起こ
らな か っ た . なお そ れ ぞ れに 用い た バ ッ フ ァ
~ の みで
切 片を染色 した場合 に は 陽性所見に 変化 はな か っ た ･
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル に よ る デ ィ ス ク 電気泳動で
は, ウ シ網膜 の ホ モ ジネ ー ト, D OC 可 溶化 L P, Pfr と
精製 の段階が す す む に つ れて 蛋白 の バ ン ドは減少して
い っ たが , しか しな お P fr で も教本 の バ ン ドが存在し
Fig.9. Living c ellm e mbra n eim m u n oflu o r e s
c e n c e(tra n se v er seplan e)･
La rge c e11s(cone)a nd s m allc ells(r od)are s ee n･ ×1 ,600･
網膜不溶分画中の 網膜特異抗原
Fig.10. Living c ellm e mbr a n eim munofluores c en c e, A w eakly stain ed








Fig･11･ Gr adie nt gel electr opho re si ･ A, Purified
Pfr; B, S a ntige n; C, m Ole c ula r w eight m a rke rs.
T he mole c ular w eight of Pfr w a s62,000～63,0 0
(lo w erar r o w)･ =e a vy protein (up per a rr ow),
Which s e e m ed to be a dim e r of Pfr, W a S S O me-
tim e s obser v ed･ T he m olec ula r w eight of S
antlgen w a s51,000,
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た. Pfr の 一 層の 純化は affin ty chro m atogr aphy に
よる非特異的物質の除去に よ っ て行われ , 泳動上 1本
の バ ン ド を示 す の みの 精製抗原分画が得られ た . し か
し濃縮 に よ っ て抗原の 凝集が お こり , 泳動上 濃厚な バ
ン ドを得 る こ と が困難で あっ た .
Gr adie ntGel P A A 4/30に よ る分子量 測定で は , 精
製 Pfr の 分子 量は約 62,000-63,000 で あ っ た . 測定 は
数回 行っ たが , 分子 量 12 万前後に も バ ン ドの 出現す る
こ とが あ っ た . こ れ は恐ら く こ の 抗原の dim e rで あろ
う と推測 され る. な お 比較の た め同時に 泳動 した S 抗
原の 分子量 は約51,000の 値 を示 した (Fig.11).
考 接
ウ シ 網膜 の 不溶性沈査を D O C で 可溶化 した 分 画に
は, ゲル 内拡散法で網膜特異と 思わ れ る蛋白性抗原の
存在が認め られ た. その 抗原 に は種族特異性が ある が,
他 の 哺乳類網膜 に も 交叉反 応性 の 類似抗原が存在 す
る
. 免疫螢光法 に よ ると , 抗血 清の 吸 収が 適当な場合,
網膜外層部特 に 視細胞膜が よく 染色さ れ, 眼球内の 他
組織や他臓器 に は陽性染色は見られ な か っ た . 生 細胞
膜免疫螢光法 でも網膜の 錐体 ･ 杵体の 細胞膜染色が認
め られ , 双極細胞膜 に も や や弱 い なが ら陽性所見が得
ら れ た.
この よ う な網膜抗原 と 既知の 網膜抗原との 関係が問
題で ある が, こ の 抗原が 網膜の 不溶性沈査か ら得 ら れ
て い る こ と よ り, ま ず W a cker ら5)の P 抗原との 関係
が注目さ れ る. これ ま で Gr ege rs o nら
10)が P 抗原 を表
面活性剤 で可溶化 して分析し て い るが , そ の 可溶化部
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分は著 しく 不均質で あ り, そ れ ぞれ の 成分 の 分離や分
析は不十分 で筆者の 抗原と の 関係は不明 で あ る. 筆者
の 抗原は恐 らく不溶性成分に 含まれ る唯 一 の 網膜特異
抗原で は ない か と思われ る が, その 検討 は今後 の 問題
で あ る
.
つ ぎに S 抗原との 関係で あるが , 筆者の 抗原の 分布
は S抗原の それ に 多少 とも 類似 して お り, ま た使用 し
た抗血清 に 抗 S 抗体の 含ま れ て い る こ と が ゲ ル 内拡
散法で認 め られた た め, そ れ との 鑑別は とくに 重要で
あ る. そ こで充分量の S 抗原で吸 収 した抗血清に よ り
免疫螢光法 を行 っ た と こ ろ, 抗原分布 が視細胞に 限 ら
れ ない 点 で S 抗原と は異な っ て い た . つ い で 本抗原分
画 か ら非特異的抗原を吸収除去 して 得た ほ ぼ均質な標
品を用い ス ラブ ゲル 電気泳動 を行 っ て み る と, S 抗原
と は わずか なが ら泳動上 に 善が あり, S D S存在下 の
gr adie nt gel に よ る電気泳動で は 62,000- 63,000の
分 子 量 を 示 した . S 抗 原標晶 で は W a cke rら6)や 原
田1 6)の 得 た値に 近い 51,000 の値 が得 られ た た め, 両抗
原 は分子 量 の上 で も差が 明ら かで あ る. 免疫電気泳動
で はS 抗原は高野ら1 7)に よる と α 位 で ある が , こ の抗
原 はβ位で あ っ た . S 抗原は視細胞膜や視細胞質の 山
部 に 分布 し8)1 8)1 9), rhodopsin kin a s e活性 を持つ 膜蛋
白2 0)と考 え られて い る が, そ の可溶性の性質か らみ て,
膜蛋白で ある と して も膜 の periphe r al protein2 1)で あ
ろうと推定で きる . それ に 対 して筆者の 抗原 は不溶あ
る い は難溶性 であり, 同様な 抽出法 を用 い た他臓器抗
原 に つ い て の 実験成績22)か ら み て も細胞膜 の integral
protein
2 1)で ある可能性が高い .
筆 者の 抗原 に は S 抗原 の よ う な 強 い u v eitoge nic
a ctivity はな い が (未発表), 長 期大量免疫 を行 え ば
徐 々 に ぷ どう膜炎が起 き る可 能性が ある . 精製抗原を
大量 に得 る こ と の 困難 さか らそ の 実証 は難 しい が , そ
の よう な成績が ウ シ 腎臓の 場合に 認 め られ て い る2 2).
S 抗原に 近い 抗原分布 を もつ 細胞膜抗原であ りな が ら
強い 起炎性 を持たな い こ との 原因は, こ の 抗原性の弱
さ, その量 的な少な さ, その 膜内位置 な どに あ るか も
しれ ない . た だ し, そ の よう な抗原 でも ウイ ル ス 感染
に よ る抗原の異種化の よう な現象が起 き ると した ら,
病 因的意義が生まれ る 可能性が あ る. 各種の 眼疾患に




ウ シ網膜 の不溶性沈査を デ オキ シ コ ー ル 酸塩で可音容
化 し, Sepha ro s e4B で ゲル濾過 を して得 た低分子蛋
白分画 を免疫抗原 と して作製 し た異種抗血清 を利用
し, 免疫学的分析 を行 っ て 以下の結論を えた .
1) 抗血 清 をウ シ肝 ･ 腎 ･ 脾 ･ 肺の 組織片で 吸収す
ると fu n ctio n ally m o n ospecific な抗血清が得られ,
ゲ ル 内拡散法 で網膜抽出物ま た は ホ モ ジネ ー トに 対し
て 1本の沈降線 を生 じるが , 他臓器組織の ホ モ ジネ ー
ト に た い し て 全く 沈降線 を生 じな か っ た .
2) 本抗原 に は種族特異性が あ るが , 他の 哺乳類(ヒ
ト, ウサ ギ, ブタ) の 網膜 に は交 叉反 応性抗原が存在
した .
3) 本抗原はβlの 泳動度を も ち, 分子出 は gr adie nt
gel電気泳動 で, S D S存在下約 62,000M63,000 を示
した . 抗原活性 は トリ プ シ ン 感受性 が ある が , 糖分解
処理 に抵抗 した.
4) 螢光抗体法 に よ る と, 抗原の 所在 は網膜外層部
と く に 視細胞 の細胞膜が 主 で あ っ た が, 双 極細胞に も
存在 した .
5) 粗抗原液を脱ア ル ブ ミ ン 後, 抗 ウ シ 肝 ･ 肺 ･ 血
清抗血清の免疫 グ ロ ブ リ ン を結合 さ せ た A HASepha･
r o se4 B の カ ラム を通 し, さ らに Protein A-Sepha･
r o s eC L-4 B を通す と, ほぼ 均 一 な抗原標晶 が得られ
た
.
以 上, 本抗原 は既知 の S 抗原と は異 なる 抗原で, 視
細胞 を主 とす る網膜外層部細胞の 細胞膜内蛋白の 1つ
と 考え ら れ るが , u V eitogenic a ctivity は 明 ら か でな
く , ア レ ル ギ ー 性 ぶ どう 膜炎成立 に 対す る関与は今後
検討の必要が ある .
終わ りに御 指導･ 御校 閲を頂い た倉田 自尊教授 , 御協力を
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Abstract
A r etin a-SPe Cific a ntige nin thein soluble e xtr a ctof bo vin e r etin a w aspartia11ypu rified bythe
S Olub ilzatio n of r etin als edim e nt with de s o xycholate a ndthe gel filtra io n. Fu rtherpuri ficatio n
Of this a ntigen w a s c a r ried o ut withr e m o v alofseru mPr Otein s a nd othe r n o n- SPeCific a ntigen sin
the fra ctio nby m e a n s ofaffinity chro m atogr aphy. T hispu rified a ntige nhad a m olec ular w eight
Of ap pro xim ately 6 2,0 0 0
-6 3
,
0 0 0a c c o rding to gradie ntgel ele ctrophor e si and hadβ1- m Ob uity
acc o rdingto im m u n o ele ctr opho r esis. Im m u n oflu o r e s c e n c esho w ed that the antige n w a slocated





n on-ide ntic al a ntigen sin r etin a s of othe r spe cie s, Which als o r
ea cted with the a ntise ru m Of this
a ntigen . S a ntige n was a retina
-SPe Cific a ntige nin the soluble r etin ale xtr a ct, Wh
ere asthis a ntigen
wast ho ught to be ar etin a
-SPeCinc antigenin th
ein soluble retin ale xtr a ct,P a ntigen fr actio n･
